ระบบโฟลอินเจคชันสเปกโทรโฟโตเมตรีสำหรับการประเมินฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ by เหมะวิบูลย์, ขวัญจิตต์ & อวยพรกชกร, สายรุ้ง






ขวญัจิตต ์เหมะวิบลูย*์ และสายรุ้ง อวยพรกชกร 
 
ภาควชิาเคม ีคณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยันเรศวร เมอืง พษิณุโลก 65000 
*E-mail: khuanjitb@nu.ac.th 
 




อสิระ โดยวเิคราะหด์ว้ยหลกัการตรวจวดัความเขม้ขน้ของสารละลาย DPPH ทีล่ดลงเน่ืองจากการทํา
ปฏกิริยิากบัสารต้านอนุมูลอสิระดว้ยเทคนิคทางสเปกโทรโฟโตเมตร ีและศกึษาสภาวะที่เหมาะสมของ
ระบบโฟลอนิเจคชนั ไดแ้ก่ ปรมิาณของสารละลาย DPPH ปรมิาณของสารตา้นอนุมลูอสิระ อตัราการ
ไหล และความยาวของขดท่อผสม ในการทดลองน้ีใชก้รดแอสคอรบ์กิเป็นสารละลายมาตรฐานในการ
ทดสอบการวเิคราะหด์ว้ยระบบโฟลอนิเจคชนัและใชเ้ป็นสารเทยีบมาตรฐานในการวเิคราะหฤ์ทธิข์อง
สารต้านอนุมูลอสิระ โดยจากผลการวเิคราะห์ฤทธิก์ารต้านอนุมูลอสิระของโทรลอกซ์ พบว่า ให้ผล
สอดคลอ้งกบัวธิมีาตรฐานเมือ่เปรยีบเทยีบดว้ย paired t–test ทีช่่วงความเชื่อมัน่ 95% 
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Abstract 
A simple flow injection spectrophotometric system was developed for the evaluation 
of antioxidant capacity. The analysis was based on the spectrophotometric measurement of 
the DPPH concentration decrease resulting from the reaction with an antioxidant compound. 
The optimization of flow injection system was investigated including amount of DPPH and 
antioxidant solution, flow rate and reaction coil length. Ascorbic acid was used as a standard 
compound to validate the flow injection system and served as a reference antioxidant to 
measure the relative antioxidation. From the analysis of antioxidant capacity of trolox, the 
results gave good agreement to the standard DPPH method by comparing with paired t–test 
at 95% confidence interval. 





ขึน้จากกระบวนการต่าง ๆ  ในร่างกาย นอกจากน้ี
ยงัสามารถไดร้บัจากสิง่แวดลอ้ม เป็นสาเหตุของ
การเกิดโรคหลายชนิด เช่น เส้นเลือดตีบ โรค
เกีย่วกบัภูมคุิม้กนั โรคมะเรง็ โรคหวัใจ และการ





ต้านอนุมูลอสิระธรรมชาต ิเช่น วติามนิ สารประ-




ธรรมชาตแิละสมุนไพรต่าง ๆ เพิม่มากขึน้ และมี
การนํามาผ่านกระบวนการแปรรูปเพื่อเพิม่มลูค่า 
(Jirum and Srihanam, 2011; Phansawan, 2013; 










(DPPH) assay) การฟอกสอีนุมูลอสิระเอบทีเีอส 
( 2,2-azinobis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic 
acid (ABTS) assay) การวิเคราะห์ความสามารถ
ในการรดีวิซเ์ฟอรร์กิของสารตา้นอนุมลูอสิระ (ferric 
reducing antioxidant power (FRAP) assay) (Babu 
et al., 2013; Berker et al., 2007; Thaiponga et al., 
2006) 










สารออกฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ (Kedare and Singh, 
2011; Sharma and Bhat, 2009) อย่างไรกต็าม
การทดสอบฤทธิต์้านอนุมูลอสิระด้วยวธิ ีDPPH 
ยงัมขีอ้จํากดัเน่ืองจากในการทดลองต้องใหส้าร
สกดัและสาร DPPH ทําปฏกิริยิาในทีม่ดื ใชเ้วลา 






เครื่องมอืมรีาคาแพง (Lu et al., 2014) และยงัได้
มกีารพฒันาการทดสอบร่วมกบัเทคนิควเิคราะห์
ที่อาศัยการไหล (flow injection analysis) เพื่อ
เพิม่ความเรว็ในการวเิคราะห ์แต่ตอ้งใชส้าร DPPH 












ใชเ้อทานอลบรสิุทธิ ์(absolute ethanol) เป็นตวั
ทําละลาย สารละลาย DPPH (2,2-diphenyl-1-
picryhydrazyl) เตรยีมใหม่ทุก 3 วนัและเกบ็ไว้ใน
ขวดสชีา แช่ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส กรด
แอสคอบิก (L(+)Ascorbic acid) และโทรลอกซ์ 
(Trolox) เตรยีมสารละลายใหม่ทุกวนั 
 วิธีการวิเคราะหฤ์ทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยวิ ธี  DPPH (Batch DPPH assay): ปิ เปต
สารละลาย 0.25 mM DPPH และสารละลายมาตร-
ฐาน (กรดแอสคอบกิเขม้ขน้ 0.01 – 0.20 mM และ
โทรลอกซเ์ขม้ขน้ 0.01 – 0.30 mM) ทีอ่ตัราสว่น 
5 ต่อ 2 ในขวดวดัปริมาตรสชีาขนาด 5.00 mL 
ผสมใหเ้ขา้กนั ทิง้ไว ้30 นาทใีนทีม่ดื จากนัน้วดั
ค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง UV-Vis spectro-
photometer ชนิดลําแสงคู่ (Jusco รุ่น V-650) ที่
วารสารหน่วยวจิยัวทิยาศาสตร ์เทคโนโลย ีและสิง่แวดลอ้มเพื่อการเรยีนรู ้ปีที ่8 ฉบบัที ่1 (2560) 
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ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร ทําการทดลองซํ้า 
3 ครัง้ คํานวณค่าร้อยละการยบัยัง้อนุมูลอิสระ 
(% DPPH inhibition) ตามสมการดงัน้ี 
%DPPH inhibition = A0 − A A0  ×100 
เมื่อ A0 = ค่าการดูดกลนืแสงของสาร 
ละลาย DPPH เริม่ตน้ 
   A  = ค่าการดูดกลนืแสงของสาร 





การเกิดออกซิเดชนัของอนุมูลอิสระ DPPH ได้ 
50% (IC50 ) จากสมการเส้นตรงที่ได้จากกราฟ 
และคํานวณหาความสามารถในการตา้นอนุมลูอสิระ
ของมาตรฐานโทรลอกซ ์เทยีบกบัสารละลายมาตร-
ฐานกรดแอสคอบกิในรปู AAE (ascorbic acid equi-
valent) (Nookrai et al., 2012) ดงัสมการต่อไปน้ี 










เอทานอล พรอ้มกนัโดยใชว้าลว์เดีย่ว 2 ตวั ซึง่ม ี
ระบบปัม๊เพอร์รสิตาลตกิ 2 ช่อง (Shenchen รุ่น 
BT100N) ขบัเคลื่อนสารละลายทีเ่กีย่วขอ้งในท่อ 
 
ภาพท่ี 1 ระบบโฟลอนิเจคชนัสเปกโทรโฟโตเมตร ี
 P = ปัม๊เพอร์ริสตาลติก (peristaltic pump), 
R1 = เอทานอล, R2 = สารละลาย DPPH, 
S = สารละลายมาตรฐานหรอืสารตา้นอนุมลู 
อสิระ, RC = ขดท่อผสม (reaction coil), D = 





พบกบัสารละลาย DPPH แล้วเกดิปฏกิริยิาภาย 
ในท่อขดผสม และไหลผ่านเครื่อง UV-Vis spectro-
photometer ชนิดลําแสงเดี่ยว ซึ่งวดัการเปลี่ยน 
แปลงสญัญาณทีเ่กดิขึน้จากการดูดกลนืแสงของ
สารละลาย DPPH ที่ความยาวคลื่น 517 นาโน
เมตร และบนัทกึขอ้มลูออกมาในรปูพคีและคาํนวณ
พืน้ทีใ่ตพ้คีโดยตวัแปลงสญัญาณร่วมกบัโปรแกรม
คอมพวิเตอร์ (clarity software) ทําการทดลองซํ้า 
3 ครัง้ คาํนวณรอ้ยละฤทธิก์ารต้านอนุมูลอสิระ (% 
DPPH inhibition) ดงัน้ี  
%DPPH inhibition = PA0 − PA PA0  ×100 
 เมื่อ PA0 = ค่าพืน้ทีใ่ตพ้คีของสารละลาย 
DPPH เริม่ตน้ 










เอทานอล และความยาวของท่อขดผสม  โดย
ศกึษาผลของสภาวะทลีะชนิดและกําหนดสภาวะ
อื่นๆ ไวค้งที ่(univariate) เมื่อไดส้ภาวะทีเ่หมาะ 
สม ทดลองหาค่า IC50 และคาํนวณความสามารถ
ในการต้านอนุมูลอิสระของสารมาตรฐานโทร-
ลอกซ ์ เทยีบกบัสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอ-
บกิในรูป AAE (ascorbic acid equivalent) เปรยีบ 















ลาย DPPH ที่เหลือจะเกิดสญัญาณเป็นพีคขึ้น 
ดงันัน้สญัญาณทีเ่กดิขึน้แปรผกผนักบัความเขม้-
ข้นของสารละลายมาตรฐานที่ทําปฎิกิริยา ตัว 
อย่างเอฟไอเอแกรม (FIA profile) ของสารละลาย 
DPPH ที่ได้หลงัจากทําปฏิกิริยากบัสารละลาย
มาตรฐานกรดแอสคอบิกที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 












ละลาย DPPH  โดยสรา้งกราฟมาตรฐานเพื่อหา
ความสมัพนัธร์ะหว่างพืน้ทีใ่ตพ้คีกบัความเขม้ขน้
ของ DPPH ในช่วงความเขม้ขน้ 0.05 – 0.75 mM 
ที่ปรมิาณ 20 – 80 µL เพื่อหาสภาวะที่ให้ความไว
ในการวเิคราะห ์(sensitivity) สงู คอื ความชนัของ
กราฟมค่ีามาก และมค่ีาสมัประสทิธข์องการตดั-
สินใจ (coefficient of determination, R2) เข้าใกล้ 
1 โดยใชค้วามยาวของขดท่อผสม (reaction coil) 
เท่ากบั 20 cm ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 0.50 mm 
อตัราการไหล 1.0 mL⋅min–1  ตวัอย่างกราฟมาตร-
ฐานของความสมัพนัธร์ะหว่างพืน้ทีใ่ตพ้คีกบัความ
เขม้ขน้ของ DPPH ทีป่รมิาณ 50 µL แสดงในภาพ
ที่ 3 และผลของปริมาณของสารละลาย DPPH 
ต่อค่าความไวในการวเิคราะหแ์ละค่าสมัประสทิธ์
ของการตดัสนิใจ  แสดงในภาพที่ 4 พบว่า เมื่อ
ปรมิาณของ DPPH มากขึน้ สญัญาณทีต่รวจวดั
ไดจ้ะเพิม่ขึน้ ทําใหค้วามไวในการวเิคราะห์หรอื
ความชนัของกราฟเพิม่ขึน้ ซึ่งในการทดลองเลือก 
ใช้สารละลาย DPPH ปรมิาณ 50 µL เน่ืองจาก








ภาพท่ี 3 กราฟมาตรฐานระหว่างสารละลาย DPPH 
ปริมาณ 50 µL ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
















0.01 – 1.00 mM ปรมิาตร 20 – 80 µL โดยใช้สาร 
ละลาย 0.50 mM DPPH ปรมิาณ 50 µL อตัรา-
การไหล 1.0 mL.min–1  และความยาวของขดท่อ
ผสม 20 cm เมื่อคํานวณหาค่าร้อยละฤทธิก์าร
ต้านอนุมูลอิสระ (%DPPH inhibition) ได้ผลดัง
ในตาราง 1 จากผลการทดลองพบว่า หากใช้ปริ-
มาตรสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอบิกน้อย
เกนิไป (20 µL) ไม่สามารถวดั %DPPH inhibition 
ของสารต้านอนุมูลอิสระที่มีความเข้มข้นตํ่าได้ 
และถ้าใชป้รมิาตรมากเกนิไป (ตัง้แต่ 50 µL ขึน้
ไป) ทาํใหค้่า %DPPH inhibition มคี่าคงทีท่ีป่ระ-




ฐาน 40 µL เน่ืองจากเป็นปริมาณมากที่สุดที่
สามารถหาค่า %DPPH inhibition ได้ทัง้หมดใน 
ช่วงความเขม้ขน้ทีศ่กึษา 
 
ตาราง 1 ค่า %Inhibition ของ 0.01 – 1.00 mM 
ascorbic acid ทีป่รมิาตร 20 – 80 µL 
ปรมิาณของสารละลาย
มาตรฐานกรดแอสคอบกิ (µL) 
%DPPH inhibition of 
 mM of ascorbic acid 
0.01 0.50 1.00 
20 0.00 25.03 87.40 
30 5.95  36.10 90.81 
40 14.68 52.21 94.44 
50 16.05 63.49 95.31 
60 24.31 73.12 95.65 
80 39.50 80.88 95.52 
 
การหาอตัราการไหลท่ีเหมาะสม 
 ผลของอตัราการไหลของสาร (flow rate) 
ในระบบระบบโฟลอนิเจคชนัสเปกโทรโฟโตเมตร ี
โดยใชส้ารละลาย 0.50 mM DPPH ปรมิาณ 50 µL 
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สารละลายกรดแอสคอบกิ 0.10 mM ปรมิาตร 40 µL 
ความยาวของขดท่อผสม 20 cm ขนาดเสน้ผ่าน
ศูนยก์ลาง 0.50 mm แสดงในตาราง 2 พบว่า เมื่อ
อตัราการไหลเพิม่ขึน้จาก 1.0 ถึง 4.0 mL.min–1 
ค่ารอ้ยละฤทธิก์ารต้านอนุมูลอสิระทีว่เิคราะห์ได้
มคี่าใกล้เคยีงกนั โดยมคี่าสูงสุดที่อตัราการไหล 

















1.0 25.18 2.86 
2.0 25.09 2.87 
3.0 27.21 2.47 
4.0 26.45 3.04 





action coil) ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง 0.50 mm ที่
มคีวามยาว 10 – 100 cm โดยใชส้ารละลาย 0.50 mM 
DPPH ปรมิาตร 50 µL สารละลายกรดแอสคอบกิ 
0.10 mM ปรมิาตร 4.0 µL และอตัราการไหล 1.0 
mL.min–1 เมื่อนํามาเปรยีบเทยีบค่าร้อยละฤทธิ ์
การต้านอนุมูลอสิระที่ได้ (ตาราง 3) พบว่า เมื่อ
เพิม่ความยาวของขดท่อผสม ค่า %DPPH inhi-
bition ที่ได้ไม่แตกต่างกนั แสดงว่า ในสภาวะที่
ศกึษาปฏกิริยิาเกดิขึน้อย่างรวดเรว็ สามารถเลอืกใช้
ความยาวของขดท่อผสมได้ทุกขนาด ดงันัน้จงึ




ตาราง 3 ผลของความยาวของท่อขดผสมต่อค่า 







10 22.96 3.82 
20 22.30 2.46 
30 23.27 1.69 
50 22.00 2.02 





ฤทธิต์า้นอนุมลูอสิระ คอื ใชส้ารละลาย 0.50 mM 
DPPH ปรมิาณ 50 µL สารละลายมาตรฐานกรด
แอสคอบกิ ปรมิาตร 40 µL อตัราการไหล 1.0 mL. 
min–1 ขดท่อผสมขนาดเสน้ผ่านศูนย์กลาง 0.50 
mm ความยาว 100 cm และใช ้UV-Vis spectro-
photometer ชนิดลําแสงเดีย่วเป็นตวัตรวจวดั ที่







กับวิธี batch DPPH assay ดังในตาราง 4 เมื่อ
วเิคราะหห์าความแตกต่างของค่า AAE ทีไ่ดจ้าก
วารสารหน่วยวจิยัวทิยาศาสตร ์เทคโนโลย ีและสิง่แวดลอ้มเพื่อการเรยีนรู ้ปีที ่8 ฉบบัที ่1 (2560) 
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ทัง้ 2 วธิ ีโดยทดสอบค่าทางสถิติ paired t–test 
ที่ช่วงความเชื่อมัน่ 95% พบว่า ค่า p-value = 
0.8075 ซึ่งมากกว่าระดบันัยสําคญั 0.05 แสดง
ว่า ระบบโฟลอินเจคชนัสเปกโทรโฟโตเมตรีที่
พฒันาขึน้ใหผ้ลการทดลองทีถู่กตอ้งใกลเ้คยีงกบั






ภาพท่ี 5 ความสมัพนัธร์ะหว่างค่า %DPPH inhi-
bition กบัความเขม้ขน้ของ (ก) กรดแอส-









รปู AAE (ascorbic acid equivalent) โดยเปรยีบ 





batch DPPH Assay 
เทคนิค 
ค่า AAE 
ซ้ําที ่1 ซ้ําที ่2 ซ้ําที ่3 เฉลีย่ 
batch DPPH 
assay 




0.647 0.598 0.636 0.627 ± 0.025 
 
เทยีบกบัวธิมีาตรฐาน batch DPPH assay พบว่า 
ไม่มีความแตกต่างกนัที่ช่วงความเชื่อมัน่ 95% 
ระบบสามารถวเิคราะหด์้วยความถี่ 12 ตวัอย่าง
ต่อชัว่โมง ซึง่ใชป้รมิาณสารละลาย DPPH 50 µL 
และสารละลายมาตรฐานหรอืสารตวัอย่าง 40 µL 
ต่อการวเิคราะห ์1 ตวัอย่าง  จงึเป็นวธิทีีม่คีวามถูก 
ตอ้ง สามารถวเิคราะหไ์ดส้ะดวกและรวดเรว็ ประหยดั
สารเคมทีีใ่ชแ้ละลดของเสยีทีเ่กดิขึน้หลงัปฏกิริยิา
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